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N. 中 华 眼 镜 蛇 蛇毒 因子 
(CVF ) 对 补体 系统 的 作用 及 与 
人 补体 C: 和 其 他 蛇毒 抗原 性 关系 ' 
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中 华 眼镜 蛇 蛇 毒 经 DEAE-Sepharose CL-6B, HPLC 3 Tk & Et Pi 4) BE Hof SCR (e Ze do 95 EDD ee 
KE % AT (Cobra venom factor, CVF), $6 4E BM CVE AER Vj RAE RK RBA, EH 
225000 一 230000， 等 电 点 为 6,20。 JA aa EE SSDS- RAMEE RRBE KER, HOT EM 
F237, 000, 

V Sb ait th DR E LTA Be He A, CV FIG HE J8 3E 5 hh OK 339 P Be AE RH UE TE EP, BD ARE HA PE ELE 
现 CYEF 与 人 血清 作用 后 。 其 中 补体 成 分 Cs 分子 的 抗原 性 发 生 改 变 ， 则 表明 CVEF 的 作用 是 通过 激活 补体 成分 
CoM RHA. SRAM NCVF {0,15 g/g 体重 】 后 ， 其 血清 总 补 性 水 平 下 隆 到 正常 信和 的 3 KLIK, 7 
六 后 回升 ，!3 天 后 恢复 到 正常 水 平 。 

AH RE KA, CVE 与 人 补体 Ca 抗 血 清 间 无 任何 交叉 免疫 反 颇 ， HA MR 5; CV P St ri d OA RH 
的 免疫 沉淀 反 度 。 另 外 ，CYF MR AEC WAL. BSE RR ab 55 
{YF 搞 血清 有 强烈 前 免疫 识 这 反应 ， 娃 蛇毒 及 海蛇 毒 也 有 免疫 沉淀 反应 。 TR FUE RR MriE TE RUR UAM ETE ME, 
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当 人 们 发 现 眼 镜 蛇 蛇 毒 中 具有 抗 补 体 活性 的 主要 成 份 ， 并 将 其 分 离 纯化 后， 其 作 
` 用 于 补体 系统 的 机 理 就 受到 许多 学 者 的 重视 。 研 究 表明 在 血清 中 其 他 血清 因子 的 参与 
下 ，C YE 作用 于 Cs， 激活 补体 雳 路， 导致 Cs 的 消耗 ， 造 成 血清 中 补体 含量 下 降 。1983 年 
Eggertsen 等 报道 CVF 与 人 及 眼镜 蛇 补体 Cs 的 分 子 间 有 共同 的 抗原 决定 徐 。 将 CVF 与 补 
体 Cs 分 子 的 理化 特性 进行 比较 ， 发 现 两 者 有 许多 相似 之 处 ， 因 而 CVF 被 认为 是 Cs 存在 
的 另 一 种 选择 形式 。 另 外 ， 在 其 他 蛇毒 及 血清 中 也 发 现 了 CVF 样 物质 的 存在 ， 这 对 蛇毒 

在 免疫 学 方面 的 开发 利用 具有 重要 意义 。 


z ”站 课 是 系 国家 自然 科 堂 基金 资助 项 条 
+= ” 原 为 中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 研究 生 
本 文 1990 年 2 BiTH 3C 95, 1 4E12329H f& [8], 
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本 实验 研究 了 中 华 眼镜 蛇 CVaja naja utro) 蛇毒 因子 (CVF) 对 补体 系统 的 作用 及 
与 人 补体 Cs 间 的 抗原 性 关系 ， 并 利用 免疫 电泳 技术 研究 了 其 他 8 种 蛇毒 中 CYE 样 物质 存 
在 的 情况 。 


材料 和 方法 


一 、 材 料 ” 跟 镜 蛇 毒 及 实验 所 用 的 其 他 蛇 毒 洪 干 粉 均 为 广西 医学 院 蛇毒 研究 所 制 
备 。 琼 脂 糖 为 瑞典 Pharmacia 公 司 出 品 。 溶 血 素 、 人 外 体 C. 抗 血清 为 上 海 生 物 制品 研究 
所 出 唱 。 福 氏 不 完全 佐 剂 为 美国 进口 。DEAE-Sepharose CL-6B 和 CM-Sepharose CL- 
6B 为 瑞典 Pharmacia 产品 。 二 硫 苏 糖 醇 为 上 海 东 风 试 剂 厂 出 品 。 高 效 液 相 层 析 仪 为 瑞典 
LKB 产 品 ， 低 压 电泳 仪 为 瑞典 Pharmacia 产品 。 其 他 实验 试剂 纯度 符合 实验 要 求 。 实 验 
动物 由 广西 医学 院 动 物 室 提 供 。 | 

二 、 方 法 1. CVE 的 分 离 纯化 

(1) DEAE-Sepharosc CL-6B, CM-Sepharose CL-6B & Xa 3: BEZKCE EE EUBLAS 
SEA (1991) 方法 。 

(2) 高 效 液 相 层 析 ， 将 上 述 分 离 纯 化 的 CVF op FA 5 mg F 2 ml 0.31 
mol / LBS i #428 HK (pH 7.5 内 含 0.1 mol NaCl) 中 ， 用 0.22 nm 微 孔 滤 膜 过 滤 , 然后 每 次 
取 100 ul ELKB-Utropac, TSK. G3000SW. 75x 600 mm 柱 ， 并 用 同一 缓冲 液 洗 脱 。 
流速 0,5mlymin， 每 管 收集 1 ml, 

2. SDS-Jt Pj HE BEE AE Es ECV F Ap 64} THE, SEPharmacia Fine Chemicals 
(1982) 方法 并 稍 加 改进 。 

3, 氢 基 酸 组 分 分 析 。 由 广西 分 析 测 试 中 心 完 成 。 

4. CVF 体外 抗 补体 活力 及 溶血 活力 测定 ， 体外 抗 补体 活力 测定 参照 Takahash 
(1982) 方 法 进行 ， 溶血 活 力 测定 按照 Yogel (1984) 方法 进行 。 

5. CVF 体内 抗 补体 活力 测定 ， 取 345 t og KER 3 R, b IEW hi, t Takahashi 
(1982) 方法 测定 其 血清 总 补体 活力 ， 然 后 相隔 5 小 时 腹腔 注射 纯化 的 CVF 两 次 ， 每 次 
约 25 ng， 并 于 第 二 次 注射 CYF 后 的 第 1 ,3，5,7,，9，11，。，13 天 心脏 取 血 ， 测 定 血清 
中 剩余 的 总 补体 活力 。 | 

6. lh] Sed Pk (EMRE) SERI MR (1982) 方法 进行 。 制 胶 及 电泳 缓冲 液 
240.025 mol7IL 巴 比 妥 一 巴 比 妥 钠 缓 冲 液 (pH8.6， 办 含有 1 mmol/L EDTA), RRCVF 
2920 ng 湾 于 20 pl 葡萄 糖 明胶 巴 比 妥 缓冲 液 〈 简 写 GGVB:+， 办 含 Mg:+、Caz+) 中 ， 再 
加 入 正常 人 血清 30 pl，37°*C 保 温 20 分 钟 ， 然 后 取 反 应 液 上 样 。 取 20 pl GGVB?* Re 
CVF 同 样 条 件 处 理 后 上 样 做 对 照 。 

第 一 相 ，1 SX. ARCU 2.7 X 8 cm。 上 所 瀛 时 恒 压 5Y/cm 2 小 时 完成 。 

第 二 相 ，1 %% 琼脂 糖 含 30 pl 人 补体 Cs 抗 血 清 〈 效 价 1:80) ， 胶 板 为 5.4x 8cm。 电 
泳 时 和 便 压 于 4yy/cm 15 小 时 完成 。 

7。CVF 抗 血清 的 制备 ， 将 CVF 用 生理 盐水 配 成 约 0.8 mg/ml 的 溶液 ， 然 后 与 等 体积 
的 福 氏 不 完 全 佐 剂 混 匀 、 乳 化 。 取 新 西 兰 免 2 只 , 体重 约 2 kg 每 隔 两 有 周 一次， 每 次 用 
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2 ml 乳化 液 对 兔子 进行 颈 部 、 背 部 多 点 皮下 注射 。 8 UGA RAR d d 3e D rf HE 效 
价 ， 并 制备 抗 血 清 。 


8. 单 相 免 疫 电 泳 (火箭 电泳 ) ， 按 余 汗 方法 进行 。 制 胶 及 电极 缓冲 滚 为 0.025 mol/L 
EBEX—EI BINE (pH8.6， 内 含 1m mol/L EDTA) 电泳 时 但 压 5+/cm， 寺 间 
6 一 7 小 时 。 


结 采 


一 、CYF 分 离 纯 化 ，1. 经 过 DEAE-Sepharose CL-6B、CM-sepharose CL-6B, £i 
基 磷 灰 石 等 三 次 柱 层 析 得 到 CVF 组 分 结果 见 图 1 。CVF 活 性 党 为 B。 
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Fig. 1. Isolation of CVF by hydroxyapatite CVF anticoplementary activity 


{absorbance 541 um 一 ' 一 .一 :一 ， J+ NaCl gradient of concentration. =e es = «ems > — 


2. 高 效 液 相 层 析 ”结果 见 图 2 CVF ERAS E NE, 
二 、CVF 亚 基 分 子 量 测定 和 氨基 酸 组 分 分 析 Am 
1. SDS3R Pj Jis BEBE BE ris P UE Y d Ay T. HR usi 
纯化 的 CVF 及 低 分 子 量 标准 蛋白 用 含 0.05 mol/L eg 
二 硫 苏 精 酵 的 样品 缓冲 液 加 热处理 后 上 样 电 读 。 还 原 2 
变 人 性 后 的 CYF 在 电泳 图 谱 上 呈现 三 组 区 带 ( 图 3a) 。 作 
曲线 图 ， 查 出 各 亚 基 分 子 量 为 ui:70000， 66000; 





P. 45000, Yi: 29000; Ys 27000。 各 亚 基 分 子 E 
总 和 为 237000。 {图 3b) 001 

2. CVF 的 氨基 酸 组 成 与 Cs 比较 见 表 1 。 à 

=. CVF 对 补体 激活 系统 的 作用 1. CVF ft fk 0 § 0 asm o 
外 抗 补体 及 溶血 作用 bibis 


图 2 waga MA 
当 CY 加 至 正常 豚鼠 血清 中 ， 在 一 系列 血清 蛋 身 ”Fig。2，purification of CVF by HPLC. 
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因子 (FRADAT. BAY) 的 参 于 下 ， 激 活 补体 成 份 ， 使 其 耗竭 ， 造 成 总 补体 活力 
水 平 下 降 ， 以 致 于 致 敏 羊 红细胞 不 能 完全 胞 溶 。 在 CVF 激活 补体 成 份 的 同时 ， 又 可 看 到 
未 致 繁 的 脉 鼠 红细胞 发 生 胞 溶 ， 这 说 明 补 体 成 份 的 耗 竟 是 通过 补体 激活 旁 路 完成 的 。 
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Molecular we'ght 
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Ab SDS-PAGE, M2CVFLAS TE OA 
Fig. 3b Molecular weight determination of sub- 
units of CVF by SDS-PAGE. Molecular weigh: 
standards: l 
a» phosphorylase b, Mw = 94000 b. albumin, 

Mw-$7000, c. ovalbumin, Mw = 43000, 
d. carbonic anhydrase, Mw= 30009; e. trypsin 
inhibitor, Mw-20100, f. a-lactalbumir, Mw 
= 4400, 





Eia SDS-X I M stk REY RA 

Fig. 3a SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 
A. Purified CVF by HPLC was subjected to ele- 
ctrophoresis under denaturing condition. 
B. Molecular weight standads 

zu phosphorylase b, Mw 94000 

b. albumin, Mw 67000 

c. ovalbumin, Mw 43000 

d. carbonic anhydrase Mw 30000 

e. trypsin inhibitor, Mw 20100 

f. a-lactalbumin, Mw 14400 


%1 CVFSAC,, C;b,. Cc REB IB eR 
Tab, 1 Amino acid compositions of CVF 
and of human C;,C,b, and Cyc 








Amino atid CVF Ca Cab Cac 





Lys. 65 T! TO 14 
His. 15 17 {7 17 
Arg. 45 50 45 46 
Aspe 123 93 94 ap 
Thr. 74 6t 82 62 
Ser. 64 63 66 64 
Glu. 133 134 196 126 
Pro. 5t 48 50 48 
Gly. 71 $0 61 59 
Ala. 68 $0 fl 51 
Cys. 3 13 t0 16 
Val. 74 85 ?2 102 
Met, n. d. 15 18 17 
lle. 60 48 49 E 
Leu. 84 93 93 86 
Tyr, 35 34 H 37 
Phe. 40 37 37 38 


: Try. ile tle 7 8 8 


* Compositions shown are given ns nearst 


integer of residues/1000 residues, 
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2. CE 对 补体 成 份 Cs 的 作用 

由 双向 免疫 电泳 图 谱 分 析 可 知 ，CYE 与 正常 人 血清 作用 后 ， 其 中 的 补体 Cs 分 子 被 裂 
解 ， 造 成 分 子 的 抗原 性 发 生疏 变 ， 故 在 电泳 图 谱 上 有 额外 沉淀 峰 出 现 ( 见 图 4) ， 所 以 
CYT 对 补体 系统 的 作用 首先 是 通过 激活 补体 成 份 Ca 而 发 挥 的 。 

3. CYF 的 体内 抗 补 体 作 用 

当 给 豚鼠 相隔 5 小 时 两 次 腹腔 注射 共 约 为 0.15 hgy/g 体 重 后 ， 其 血清 中 总 补 AS 
在 24 小 时 内 下 降 到 正常 水 平 的 3 % 以 下 ，7 天 才 开 始 恢复 至 正常 含量 水 平 。 ( 见 图 5) 
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图 4 CVF te & ik Bie 
Fig. 4. Human C in its native form left and after 
activaion of the complement system in vitro with 
cobra venom factor right when analyzed in crossed 
immunoelectrophoresis, 


图 5 iic Ee 
Fig. 5. Serum complement levels in guniea pigs 
after 50 hg purified CVF divided over two equal 
doses seperated by a 5 hours inlerval was i. p. 
injected. (mean of 3 animals) 


四 、CVYF 与 人 补体 Cs 的 抗原 性 关系 

经 单 相 免疫 电泳 鉴定 ， 人 血清 与 CYF 抗 血清 间 有 微弱 的 交叉 免疫 反应 ， ( 见 图 6 ) 
说 明 人 血清 中 的 补体 成 份 Cs 与 CVF 分 子 间 有 共同 的 抗原 决定 秘 存 在 。 但 CVF 及 其 亚 基 
与 人 补体 Cs 血清 闻 无 任何 交 又 免疫 反应 。 

将 CVF 氨基酸 组 成 与 人 补体 Cs 及 其 片段 分 子 的 氨基 酸 组 成 进行 比较 ( 见 表 1) 可 
发 现 四 者 的 氮 基 酸 组 成 极为 相似 ， 因 而 CVF 与 补体 Cs 分 子 在 进化 上 有 -- 定 关系 。 

在 研究 中 还 发 现 ， 其 他 蛇毒 中 也 有 CVF 样 物质 的 存在 。 

用 含有 CYF 抗 血清 的 1 % 琼 脂 糖 制 胶 ， 将 眼镜蛇 等 9 种 蛇 的 粗 毒 用 0.025 mol/LE 
比 妥 一 巴 比 妥 钠 缓冲 液 配 成 约 11 mg/ml 的 溶液 , 各 取 15 ul 上 样 ， 进 行 单 相 免 疫 电 泳 。 由 
电泳 图 谱 分 析 可 见 (图 6 ) ， 有 眼镜蛇 科 中 的 眼镜 兹 、 腿 镜 王 蛇 、 金 环 蛇 和 银 环 蛇 与 CVF 
有 较 强 的 免疫 交 又 反应 。 赚 蛇 及 海蛇 科 的 青 环 海蛇 、 平 凿 海蛇 有 了 明显 的 沉淀 线 出 现 ， 以 
上 各 种 粗 毒 〈 除 腿 镜 蛇 毒 外 ) CKGUMEDULTR BRE E, pk D LC KE ELS CV F Ec DL AE NS] 
无 任何 交叉 免疫 反应 ， 但 两 种 粗 毒 中 虽 未 测 到 明显 的 溶血 活性 ， 却 测 到 强烈 的 抗 补体 活 
性 (体外 抗 补体 活性 ) 。 柱 层 析 分 离 后 鉴定 表明 ， 这 两 种 蛇毒 中 具有 抗 补体 活性 艇 继 份 
及 纤 深 了 酶 、 精 氨 酸 酯 酶 的 活 人 性。 因而 这 些 组 份 并 非 CVF 样 物质 ， 其 抗 补 体 作 HL dc È 
MES Im 
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Fig. 6. Antigenic relationships between CYF ard 
human C3 or other kinds of snake venoms. When 


analyzed in rocket immunoelectrophoresis. 
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从 中 华 眼 镜 蛇 蛇毒 中 分 离 纯 化 的 蛇毒 因子 与 国外 其 他 实验 室 所 得 不 同 来 源 的 CYF 
一 样 ， 具 有 体内 外 抗 补体 活性 。 与 Takahashi 等 1982 年 报道 的 来 源 于 Naja naja atra 的 
CVF 相 比 ， 虽 然 中 华 眼 镜 蛇 蛇毒 因子 体外 所 测 活 力 低 于 后 者 ， 但 体内 抗 补 栖 活性 却 大 大 
高 于 后 者 。 如 在 引起 同样 体内 效应 的 情况 下 ， 前 者 所 用 剂量 不 足 后 者 的 1/3。 

在 双 问 免疫 电 沪 实验 中 ， 所 用 的 人 补体 Cs 抗 血清 中 可 能 含有 Cs、Csb， 甚 至 Cs 的 抗 
体 。 虽然 第 一 相 电泳 时 未 将 Con CI (两 者 分 子 景 分 别 为 185000、176000) 或 其 他 片段 分 
子 分 开 ， 但 从 第 二 相 电 泳 中 出 现 的 不 同 免疫 沉淀 线 可 以 看 出 反应 前 后 的 Cs 分 子 的 抗原 性 
发 生 了 改变 。 据 此 可 以 说 明 CVF 确 实 是 作用 于 补体 成 份 Cs 。 所 以 是 通过 履 解 、 激 活 Cs 而 
发 挥 作用 的 。 它 能 使 Cs* 耗 单 ， 总 补体 含量 下 降 ， 达 到 抗 补 体 的 作用 。 

19834F Eggertsen 等 报道 CVF 的 a 链 与 人 及 眼镜 蛇 补 体 C, 的 B 链 具有 共同 的 抗原 决 
EIR, Vogel% (1984) 对 CVF 及 人 补体 Cs 的 氨基 柄 组 成 、 末 端 序列 、 加 二 色光 谱 、 二 
级 结构 及 超 微 结构 的 形态 学 方面 的 性 质 进行 分 析 比 较 ， 认 为 两 者 是 由 共同 的 祖先 分 子 进 
化 而 来 的 ， 是 Cs 存在 的 另 一 种 选择 形式 。 在 我 们 的 研究 中 可 以 看 到 人 血清 中 Cs 分 子 与 
CVYF 有 较 弱 的 交叉 免疫 反应 。 但 CYF 及 其 亚 基 与 人 补体 Cs 抗 血清 间 无 任何 交叉 免 症 反 
应 ， 也 许 是 由 于 经 还 原 、 变 性 后 ，CVF 及 其 亚 基 的 抗原 性 发 生 了 变化 。 

在 CVF 抗 血清 有 交叉 免疫 反 应 的 几 种 蛇毒 ( 眼 饮 蛇 蛇毒 除外 ) 均 未 测 到 抗 补体 活 
性 ， 估 计 粗 蛇毒 中 可 能 存在 有 溶血 毒素 干扰 了 抗 补体 活力 的 测定 ， {EAR BE RE Fe RG HR 
最 近 的 服 镜 王 蛇 粗 毒 经 DEAE-sepharose CL-6B 柱 是 析 分 离 后 ， 得 到 五 个 蛋白 蜂 ， 逐 一 
测定 ， 均 未 发 现 有 抗 补 体 活 力 。 虽 然 Winta 等 (1980) 报道 在 南美 的 西 Bp 3E PE] FE hj 
Western Diamonback rattle snake, Crotalus atrox 粗 毒 中 发 现 了 一 种 CVE 样 物质 的 存 
在 ， 但 在 同属 一 科 的 我 国 是 蛇 及 尖 吻 是 蛇 的 粗 毒 中 并 未 发 现 相似 物质 的 存在 。 因 而 各 种 
蛇毒 中 CVYE 样 物质 的 存在 的 问题 ， 还 需 进 -- 步 研究 。 

CY 不 具 有 神经 毒性 和 心脏 连 性 ， 只 引起 注射 列 物 的 补体 消耗 ， 亲 而 被 广泛 用 于 实 
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验 性 婚 补 体 血 症 动 物 模 型 的 制作 ， 以 用 于 与 补体 有 关 的 许多 疾病 的 研究 ， 这 在 理论 研究 
及 临床 应 用 方面 是 有 实际 意义 的 。 
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ACTION OF CVF ON THE COMPLEMPLEMENT- 
SYSTEM AND THE ANTIGENIC RELATIONSHIP OF CVF 
WITH HUMAN C; AND OTHER KINDS OF SNAKE-VENOM 


Chen Chuan Shu Yuyan Zhuang Maoxin Tang Shengxi 


(Snake venom Research Institute, Dept. af Biochemisiry Guangxi Medical Callege) 


Cobra Venom Facior (CVF), an anticomplement factor, had been scparated 
from the venom of Chinese cobra, Naja naja aira. The anticomplementary 
activity and the hemolytic activity of CVF were observed by methods in vitro. 
Complement C, was activated and depleted by CVF through the alternative 
pathway leading to the decrease of the total complement activity, Cross imm- 
unoelectrophoresis showed that antigenicity of C, had changed after C had been 
cleaved by CVF, When guinea pigs were injected i, p. with purified CVF 
about 0.15 ug per grm body weight, the hemolytic complement activity of guinea 
pig serum reduced to less than 3 % of normal level within 24 hours and reco- 
vered completely after 13 days, No toxic effect of CVF was observed, 

On rocket immunoclectrophoresis analysis, CVF and its subunits could not 
cross react with antiserum to human C,, but normal human serum could cross 
react weakly with antiserum to CVI, Amino acid composition of CVF was 
found to be similar to human C, and its physiological cleavage products, 

The rocket immunoelectrophoresis analysis showed that some kinds of venom 
of different snake-species, i. e, for of family Elapidae (Naja naja atra), 
Ophiophagus hannah, Bungarus multicinctus, B. jasciatus), one of Viperinae 
(Vipera russelli) and two of Hydrophiidae (Hydrophis cyanocinctus, Lapemis 
hardwickii) had cross reactivity with anti-CVF to some extent, however, these 
venoms (except the venom of) Naja naja atra had no anticomplementary acti- 
vity, Venoms of two species of Crotalinae (Agkistrodon acutus, A. halys) did 
not show such cross-reacting, but they had strong anticomplementary activity, 

Key words: Cobra venom factor, Anticomplementary activity, Complement 
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